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論文内容要旨
細菌の代謝活性は齲蝕や歯周疾患などの発症や進行に密接に関係する。そのメカニズムを解明し，
制御するためには，細菌の代謝活性をリアルタイムに測定することが不可欠である。これまで細菌の
代謝活性のリアルタイム測定法としては，酸産生量をモニターするpHスタット法が用いられてきた。
しかし，この方法は代謝により酸を産生する齲蝕関連細菌等の代謝活性は測定できるが，酸産生性を
持たない歯周疾患関連細菌には適用できない。そこで本研究では，Porphyromonas gingivalis（Pg），
Fusobacterium nucleatum（Fn），Prevotella intermedia（Pi）といった歯周疾患関連細菌のリアルタイム
代謝活性測定法を，蛍光色素 resazurin を応用して確立した。さらに，本法を用いて各種薬剤による
代謝活性への影響を検討した。
実験には，上記３菌種と齲蝕関連細菌である Streptococcus mutans（Sm）を嫌気培養して用いた。
各菌懸濁液にresazurinを加え，さらに代謝基質としてglucose（Gc），tryptone（Tr），glutamate（Gt）
または aspartate を添加した際の蛍光強度増加から各細菌の代謝活性を推測した。次に，抗菌薬剤で
あるフッ化カリウム（Ｆ），グルコン酸クロルヘキシジン（CHX），塩化セチルピリジニウム（CPC），
ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）及びミノサイクリン（MC）を加えた際の代謝活性への影響を検討
した。
その結果，PgはTr，FnはTrとGt，Pi及びSmはGc添加後に，蛍光強度増加速度が顕著に上昇し
たことから，本手法を用いてこれらの細菌の代謝活性がリアルタイムに測定できることが示された。
薬剤による影響については，Ｆは1000	µg/mLでFnのTr代謝及びSmのGc代謝を有意に抑制したが，
他の菌種を抑制しなかった。CHXは25－50	µg/mLで PgのTr代謝を，10－25	µg/mLで FnのTr代謝
及びPiのTr，Gc代謝を，5－10	µg/mLでSmのGc代謝を有意に抑制した。CPC及びSDSでは，４菌
種すべての代謝において，それぞれ0.5－2.5	µg/mL 及び25－50	µg/mL で有意に抑制した。一方，MC
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では実験に使用した濃度では有意な代謝抑制は認められなかった。これらの結果は，既報のMIC（最
小発育阻止濃度）と異なるものが多く，抗菌作用として，増殖に対する作用と代謝に対する作用では
異なることが示唆された。
本研究によって，resazurin を用いた歯周疾患関連細菌の代謝活性のリアルタイム測定法を確立し
た。本法による代謝活性を対象とした抗菌作用の評価は，薬剤の安全かつ有効な利用法の検討に有用
な知見となることが示唆された。
審査結果要旨
口腔バイオフィルムを構成する細菌の代謝活性は，直接的に齲蝕や歯周疾患等の発症と進行に関与
することから，細菌の代謝活性をリアルタイムに測定・評価することは，これら口腔疾患の病態を理
解し，その予防法の開発を行う上で，本質的な重要課題である。齲蝕関連細菌の代謝活性測定法とし
て酸産生のリアルタイム測定が可能な pHスタット法があるが，酸を産生しない，あるいは酸を産生
しても同時にアンモニア等のアルカリを産生するために産生された酸が中和されてしまう歯周疾患関
連細菌の代謝測定は不可能であった。そこで本研究では，その隘路を拓くことを目的に，蛍光色素
resazurin を用いた新たな代謝活性リアルタイム測定法を開発し，さらにこれを用いて各歯周疾患関
連細菌の代謝活性の測定と，代謝活性に対する各種抗菌性薬剤の抑制効果を評価することを試みてい
る。
その結果，本研究によって開発された新たな測定法を用いることで，Porphyromonas gingivalis，
Fusobacterium nucleatum，Prevotella intermedia といった歯周疾患関連細菌のリアルタイム代謝活性測
定が初めて可能となった。蛍光色素 resazurin は細菌種特異性が低く，かつ，代謝反応の基本である
酸化還元反応に共役してその活性を測定できるため，様々な種類の細菌の代謝活性をリアルタイムで
測定できるものと考えられる。本研究においても，齲蝕関連細菌であるStreptococcus mutansの代謝活
性も測定可能であることを示されており，代謝基質の種類，代謝産物の種類に関わらず，ほぼ全ての
細菌種の代謝活性をリアルタイムで測定・評価できるものと思われる。
さらに，本法を用いることにより，口腔細菌の代謝活性に対する各種抗菌性薬剤（フッ化物，グル
コン酸クロルヘキシジン，塩化セチルピリジニウム，ラウリル硫酸ナトリウム）の抑制効果の評価が
可能となった。代謝活性に対する阻害効果を定量的に示すことで，一般に抗菌効果の指標として用い
られている最小発育阻害濃度（MIC）に加え，代謝活性阻害濃度という新たな抗菌効果評価指標を提
示するに至っている。
本研究によって，resazurin を用いた歯周疾患関連細菌の代謝活性のリアルタイム測定法を新規に
確立し，さらに本法を用いることで，代謝活性を指標とした抗菌効果の評価が可能となった。代謝活
性を指標とした抗菌性薬剤の評価は，薬剤の安全かつ有効な利用法の検討に有用な知見となるものと
思われ，とりわけ強力な殺菌を目的とせず，細菌叢量のコントロールや病原因子となる代謝活性の低
減を目指す口腔内使用抗菌性薬剤の評価に極めて有益である。
以上のことから，本論文は博士（歯学）の学位に値するものと判断する。
－	12	－
